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Quantitative Analyse und Tvpisierung subzellularer Partikel mittels SIFT 



1. Prionkrankheiten 

Der Einsatzbereich des vorliegenden Verfahrens ist die Diagnostik von Prionkrank- 
heiten und Typisierung verschiedener Eiregerstamme. Die Prionkrankheiten oder 
transmissiblen spongiformen Enzephalopathien stellen eine Gruppe ubertragbarer 
neurodegenerativer Krankheiten bei Mensch und Tier dar, zu der die Creutzfeldt- 
Jakob-Krankheit des Menschen sowie Scrapie beim Schaf und BSE beim Rind 
gehoren. Prionerkrankungen sind charakterisiert durch die Ablagerung einer aggre- 
gierten, pathologischen Form des Prionproteins (PrP) im Gehirngewebe betroffener 
Individuen, die als PrP Sc bezeichnet wird. Grundsatzlich sind Prionerkrankungen 
ubertragbar, das ubertragbare Agens wird als "Prion" bezeichnet. Es wird ange- 
nommen, dass PrP 80 der entscheidende, wenn nicht sogar der einzige Bestandteil des 
Prions ist. Eine erregerassoziierte Nukleinsaure konnte nicht nachgewiesen werden. 
Das krankheits- und infektiositatsassoziierte PrP 80 unterscheidet sich von der phy- 
siologisch im Organismus vorkommenden Form des Prionproteins (PrP c ) durch 
seine Konformation, insbesondere seinen hbhen Anteil an 6-Faltblattstruktur, seine 
relative Resistenz gegemiber Protease K und seine Neigung zur Bildung groBer 
multimerer Aggregate. Es wird im Rahmen der sogenannten Prionhypothese ange- 
nommen, dass die PrP Sc -Form mit der PrP c -Form in Wechselwirkung treten und 
dabei das korpereigene PrP c uber eine Konformationsanderung in die PrP^-Form 
umwandeln kann. Das so neu entstandene PrP Sc kann dann seinerseits mit weiteren 
PrP Sc MolekUlen in Wechselwirkung treten und diese ebenfalls in PrP Sc umwandeln, 
so dass sich in einer lawinenartigen Kettenreaktion aus dem korpereigenen PrP Sc 
grofie Mengen PrP Sc bilden. 




Ein wichtiges Phanomen bei den Prionkrankheiten ist das Auftreten verschiedener 
Erregerstamme. Erregerstamme unterscheiden sich auch bei Passage in Wirten mit 
identischem Prionprotein, z.B. in Maus-Inzuchtstammen, konstant in verschiedenen 
Eigenschaften wie Inkubationszeit, klinischen Symptomen, Lasionsmuster im Ge- 
hirn und Ubertragbarkeit auf andere Spezies. Im Rahmen der Prionhypothese be- 
deutet das Auftreten verschiedener Erregerstamme in Tieren mit gleicher PrP- 
Aminosauresequenz, dass verschiedene stabile Formen yon PrP Sc existieren mussen, 
die jeweils PrP c in die entsprechende pathologische Form umwandeln konnen. Auch 
bei der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des Menschen finden sich verschiedene dis- 
tinkte Unterformen, die sich molekular anhand eines Polymorphismus am Codon 
129 des Prionproteingens (PRNP) und der Grofie des Proteinase K-resistenten 
Fragmentes des Prionproteins im Westernblot unterscheiden lassen, und mit unter- 
schiedlichen phanotypischen Krankheitsauspragungen assoziiert sind. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem besteht darin, ein Verfahren bereitzu- 
stellen, das einzelne pathologische Prionproteinaggregate in einem homogenen 
Assay ultrasensitiv detektierbar macht und die detektierten Aggregate zu charakteri- 
sieren und zu typisieren. 

2. SIFT ("Scanning for Intensely Fluorescent Targets") 

Erfindungsgemafi wird ein Verfahren vorgeschlagen zur Charakterisierung patholo- 
gischer Prionproteine nach Subspezies durch deren Markierung mit Sondenmoleku- 
len, wobei die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sondenmolekulen an die 
Prionproteine detektiert wird und aus dem Verhaltnis der gebundenen Mengen an 
verschiedenen Sondenmolekulen zueinander die Subspezies bestimmt wird. 

Eine vorteilhafte Moglichkeit der Gharakterisierung pafliologischer Prionprotei- 
naggregate (im folgenden "Zielmolekule" genannt) ist deren Markierung mit geeig- 
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neten fluoreszenzmarkierten Sondenmolekiilen und die anschlieBende getrennte 
Detektion und Analyse einzelner Aggregate. Hierfiir dient aufbauend auf einem 
geratetechnischen Aufbau zur Zweifarben-Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, 
ein MeBverfahren, das im folgenden als SIFT (Scanning for Intensely Fluorescent 
Targets) bezeichnet wird. SIFT beruht auf einer zeitaufgelosten Intensitatsanalyse 
eines Fluoreszenzsignals aus einem offenen Volumenelement, das durch eine kon- 
fokale Abbildung eines oder mehrerer in einem Fokus gebundelter Anregungs- 
LASER definiert wird. Dieses Verfahren unterscheidet sich vom Stand der Technik 
zur FCS-basierten Amyloid- Aggregat-Detektion (Pitschke et al. 1998) durch fol- 
gende Modifikationen: 

a) Quantifizierung des Zielmolekul-bedingten Signalanteils durch Analyse der In- 
tensitats-Verteilung der gemessenen Fluoreszenz in sukzessive aufgezeichneten 
Kanalen konstanter Lange (im Mikro- bis Millisekundenbereich), wodurch das 
sehr intensive Signal der mehrfach markierten Zielmolekule vom Hintergrund- 
signal freier Sondenmolekule abgetrennt werden kann. Alternativ konnte die in- 
tensitatsbasierte Abtrennung des Zielmolekul bedingten Signalanteils auch iiber 
einen Algorithmus zur Peakdetektion und -analyse erfolgen. 

b) Scannen der Probe durch Erzeugen einer konstanten Relativbewegung zwischen 
Probe und Fokus Dieses Ziel ist in dem erfindimgsgemaBen MeBaufbau durch ein 
maanderformiges Bewegen der in eine MeBkapillare eingefullten Probe realisiert. 
In einer weiteren Ausfuhrungsform kann dieser Aspekt auch durch eine Optik, 
die eine Bewegung des Fokus gestattet oder durch eine FluBkapiilare realisiert 
werden. Das Scannen bewirkt zwei Vorteile: 

1. Das untersuchte Volumen und damit die MeBsensitivitat wird erheblich 
erhoht 

2. Fiir groBe, sehr langsam diffiindierende Zielmolekule wird die mittlere 
Aufenthaltsdauer im Fokus nicht mehr durch die Diffusionszeit TrH ffs , son- 
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dern durch die Scangeschwindigkeit bestimmt. Dies ist vorteilhaft, weil im 
wesentlichen alle Zielmolekule auf etwa die gleiche Zahl MeCkanale ab- 
gebildet werden. Dadurch wird die Anzahl der sehr intensiven Kanale ein 
direktes MaB fur die Zahl und Konzentration stark markierter Zielmole- 
kule. 

c) Verwendung von Antikorpern als Sondenmolekule. Diese haben im Vergleich zu 
monomeren Aggregat-Bausteinen den Vorteil, einer geringen Selbstaggregation. 
Dieser Punkt wird erfindungsgemaB zwar bevorzugt, das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren lasst sich aber prinzipiell mit jeder spezifisch an das Zielmolekul binden- 
den fluoreszenzmarkierten Sonde durchfuhren. 

d) Simultane Analyse zweier oder mehrerer getrennt im selben Volumenelement 
meBbarer, in verschiedenen Wellenlangenbereichen fluoreszierender Sonden. 
Vorzugsweise werden die erfindungsgemaB ermittelten Daten aus Mehrfach-, 
insbesondere Zweifarbmessungen in einer entsprechend mehrdimensionalen, ins- 
besondere zweidimensionalen Array angeordnet und z.B. als Intensitats- 
histogramm dargestellt. Dabei ist die Zahl von Kanalen mit gleichzeitig hohen 
Werten fiir die mehreren oder beiden Farben ein MaB fur die Zahl und Konzent- 
ration spezifisch mit am mehreren, insbesondere zwei unabhangigen Sonden 

- markierter Zielmolekule ist. Wie schon unter Punkt a) erwahnt, ist hier alternativ 
eine mehrfarbige Peakanalyse moglich. 

3. Quantitative Analyse und Typisierung von pathologischen Prionprotein- 
aggregaten mittels SIFT 

Neberi der erhohten Spezifitat in der Detektion von Zielmolekulen hat die erfin- 
dungsgemaBe Methode (zwei- oder mehrfarbiges SIFT, (vgl. 2.)) eine zusatziiches, 
weitergehendes Potential: Fiir im . wesentlichen jedes detektierte Zielmolekul kann 
separat die relative Markierungsintensitat der verschiedenfarbigen Sonden gemessen 
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werden. Im Gegensatz zur absoluten Intensitat der Einzelfarben ist dieses Markie- 
rungsverhaltnis bei nahezu deckungsgleichen Volumenelementeri fur die verschie- 
denen separat detektierten Farben weitgehend unabhangig von der Route, die das 
jeweilige Zielmolekul durch das Detektionsvolumen nimmt. Bei einer homogenen 
Population an Zielmolekulen ist daher das Markierungsverhaltnis fur alle detektier- 
ten Partikel ahnlich, in einem zweidimensionalen Intensitatshistogramm streut daher 
das Zielmolekul spezifische Signale um eine Gerade, deren Steilheit von der relati- 
ven Bindung der zwei analysierten Sondenmolekule bestimmt wird. Bei der Analyse 
eines anderen Typs von Zielmolekul mit abweichenden Bindungseigenschaften 
ergibt sich entsprechend ein anderes Markierungsverhaltnis (Figur 1). Die relative 
Bindung zweier verschiedener Sonden kann somit leicht und schnell in einem ho- 
mogenen Assay unter definierten Pufferbedingungen ermittelt werden und liefert 
unter geeigneten Bedingungen einen jeweils charakteristischen Wert fur verschiede- 
ne Zielmolekultypen. 

Im Fall der Piionkrankheiten ist aufgrund des Vorkommens verschiedener, in ihrem 
biologischen Verhalten unterscheidbarer Erregerstamme (vgl. 1.) auch in Wirten mit 
identischer PrP-Primarstruktur davon auszugehen, dass verschiedene pathologische 
Formen von PrP^ existieren, die sich offenbar nur in Ihren Konformation oder Ag- 
gregatstruktur unterscheiden. Durch konformationsabhangig unterschiedliche Anti- 
korperbindung sollten diese verschiedenen Formen oder Prion-Stamme bei Verfug- 
barkeit geeigneter monoklonaler Antikorper grundsatzlich unterscheidbar sein. So 
findet sich bei der Untersuchung von gereinigten PrP Sc -Aggregaten von Creutzfeldt- 
Jakob-Patienten in Abhangigkeit davon, ob es sich um pathologisches Prionprotein 
vom Typ 1 oder Typ 2 handelt, ein unterschiedliches Bindungsverhalten der mo- 
noklonalen Antikorper 12F10 und Pri917. Sowohl beim Menschen als auch im 
Tierreich ist die Erregerstamm-Typisierung von groBer epidemiologischer Bedeu- 
tung, hierbei ist von besonderer Relevanz die Identifizierung des BSE- 
Erregerstammes nach Ubertragung auf andere Spezies. Insbesondere beim Men- 
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schen diirfte daruber hinaus eine Erregertypisierung auch prognostisch und eventu- 
ell therapeutisch bedeutsam sein. 

Die Typisierung iiber relative Bindung verschiedener Sondenmolekule mittels SIFT 
hat dabei mehrere konzeptionelle Vorteile: 

1) Da jedes Zielmolekul separat analysiert wird, konnen grundsatzlich auch Mi- 
schungen verschiedener Zielmolekiile untersucht und das Mengenverhaltnis der 
Komponenten bestimmt werden. 

2) Zur Typisierung genugen Sonden mit einer maBig unterschiedlichen Affinitat zu 
den verschiedenen Zielmolekultypen, eine Alles-oder-Nichts-Bindung ist nicht 
erforderlich. 

3) Aus der Zuganglichkeit verschiedener, von unterschiedlichen Sondenmolekulen 
erkannter Epitope bei unterschiedlichen Typen/Erregerstammen konnen Rttck- 
schliisse auf die raumliche Struktur gezogen werden. 

4) Es genugen geringe Mengen wenig konzentrierten Zielmolekuls, eine vorherge- 
hende Reinigung ist nicht notig, wodurch das Zielmolekul auch unter nahezu na- 
tiven physiologischen Bedingungen analysiert werden kann. 

5) Gegentiber etablierten Verfahren zur PrP Sc Typisierung (Westernblot) erlaubt das 
Verfahren einen schnellen Test in einem homogenen Assay, so dassf ein grofie 
Probenzahl analysiert werden kann (diagnostisches oder Wirkstoff-Screening). 

4. Weitere Anwendungsbereiche 



Das erfindungsgemafie Verfahren ist grundsatzlich nicht auf die unter Punkt 3. be- 
schriebene konkrete Anwendung im Bereieh der Typisierung verschiedener Prion- 
Stamme beschrankt. Grundsatzlich ist eine Analyse verschiedenster subzellularer 
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Partikel moglich, die sich mit fluoreszenzmarkierten Sonden markieren lassen. Die 
Vorteile, die unter Punkt 3. aufgefUhrt wurden, gelten hier analog. Insbesondere 
sind folgende Einsatzfelder zu nennen: 

a) Im Bereich der Prionkrankheiten ist neben der Erregerstammtypisierung die 
relative Bindung von PrP c verschiedener Spezies an Prionproteinaggregate einer 
bestimmten Spezies untersuchbar, was eine Abschatzung der jeweiligen Spezies- 
bariere fur eine Krankheitsubertragung ermoglicht. 

b) Andere (neuro-)degenerative Krankheiten mit Bildung amyloidartiger pathologi- 
scher Aggregate wie insbesondere der Morbus Alzheimer sind analog untersuch- 
bar. Auch hier werden Subtypen pathologischer Aggregate mit potentiell unter- 
schiedlicher diagnostischer, prognostischer und therapeutischer Bedeutung 
erkennbar. 

c) Andere subzellulare Partikel werden analog untersuchbar, bis bin zur phanotypi- 
schen Analyse viraler Partikel. 

Figur 1 zeigt Zweifarben-Intensitatshistogramme von humanem PrPSc Typ 1 und 
Typ2 

PrP-Material: Menschliches PrPSc wurde uns von der Arbeitsgruppe Prof. Gambetti 
(Cleveland) zur Verfugung gestellt. Anhand dieses Materials wurden die unter- 
schiedlichen Subtypen der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung wurden durch Parchi et al. 
(1997) durch konventionelle Methoden nach Straintypen (1/2) und den Poly- 
morphistnus am Codon 129 des humanen Prionproteins differenziert. 



Fluoreszenzmarkierte Proben: 
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Als Sonden wurden monoklonale Antikorper gegen das Prionprotein mit fluores- 
zenzfarbstoffen markiert. PrP (AA 142-160) spezifischer Antikorper 12F10 
(Krasemann 1996) (Institut fur Bioanalytik, Heiligenstadt) wurde mit durch Protein 
G Affinitatschromatografie (AB purification Kit, Pharmacia) aus serumfreiem Zell- 
kulturuberstand aufgereinigt und mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (AB labe- 
ling Kit, Amersham) markiert. 

PrP (AA 214-230) spezifischer Antikorper pri917 wurde durch den Service de 
Pharmacologic et Immunologic (CEA, Saclay, France) zur Verfugung gestellt. Er 
wurde mit dem griinen Farbstoff Alexa488 (Molecular Probes) markiert. 

Fur die Messung wurde PrP-Material 1:10 in PBS + 0.1% NP-40 (Sigma) verdunnt 
und fluoreszenzmarkierte Sonden mit einer Endkonzentration von c(12F10) = 12 
nM und c(pri9 1 7) = 9 nM zugegeben. 

SIFT-Setup: 

Die Messung erfolgte in einem Zweifarben FCS Gerat (ConfoCor Prototyp, C. 
Zeiss, Jena). Das konfokale Detektionsvolumen wurde durch die ubereinanderlie- 
genden Foci eines HeNe-Lasers (633nm) und eines Ar + Lasers (488nm) gebildet, die 
durch ein Mikroskopobjektiv in die Messkapillare fokussiert wurden. Grofie und 
Form des Detektionsvolumens wurden durch Autokorrelationsrnessungen mit einer 
Rhodamin Green Farbstofflosung bestimmt. Das Messgerat war mit einem Positio- 
niertisch ausgestattet (Marzhauser, Wetzlar), der es erlaubte, die Probe mit einer 
Geschwindigkeit von 1 mm/s wahrend der Messung abzufahren. die Messung er- 
folgte 600s bei 22°C. Das Fluoreszenzsignal beider Kanale wurde in einer Mehrka- 
nal-Zahlerkarte uber Intervalle von 500 us summiert. Die Haufigkeit, mit der eine 
bestimmte Zahl an Photonen beider Kanale auftrat wurde in einem zweidimensio- 
nalen Intensitatshistogramm gespeichert. 
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Figur 2 zeigt die relative Verteilung des Signais der gebundenen PrP spezifischen 
Sonden 

(12F10-Cy5) und (pri917-Alexa488) fur menschliches PrPSc (129 M/M) Typ 1 und 
PrPSc (129 M/M) Typ 2. Im Signal des MM1 PrP ist der Anteil beider Sonden an- 
nahernd gleich wahrend das Signal der MM2 Aggregate weniger als 20% rotes 
(12F10) Signal enthalt. 

Quantitative Auswertung: 

Um die relative Bindung der Antikorpersonden am PrP-target zu quantifizieren 
wurde die relativen Anteile des griinen und roten Fluoreszenzsignal am hochinten- 
sen Signal der SIFT Messung bestimmt. In einem ersten Schritt wurde das Maxi- 
mum der zweidimensionalen Intensitatsverteilung bestimmt (I^x). Das Signal der 
freien Sonden wurde durch eine Schwelle von 6 *I max vom hochintensen Signal ab- 
getrennt. Das Intensitatshistogramm wurde entsprechend dem relativen Signal der 
roten und der griinen Sonden in Sektoren aufgeteilt, in denen die Zahl der hochin- 
tensen Messkanale summiert wurde. 



Patentanspruch 



Verfahren zur Charakterisierung pathologischer Proteinablagerungen, insbe- 
sondere Prionproteine nach Subspezies durch deren Markierung mit Sonden- 
molekiilen, wobei die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sonden- 
molekule^ an die Proteinablagerungen bildenden Proteine oder Aggregate, 
insbesondere Prionproteine detektiert wird und aus dem Verhaltnis der gebun- 
denen Mengen an verschiedenen Sondenmolekulen zueinander die Subspezies 
bestimmt wird. 
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Zusammenfassung 



Verfahren zur Charakterisierung pathologischer Proteinablagerungen, insbesondere 
Prionproteine nach Subspezies durch deren Markierung mit Sondenmolekulen, wobei 
die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sondenmolekulen an die Proteinab- 
lagerungen bildenden Proteine oder Aggregate, insbesondere Prionproteine detektiert 
wird und aus dem Verhaltnis der gebundenen Mengen an verschiedenen Sondenmole- 
kulen zueinander die Subspezies bestimmt wird. 
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